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基础 研究 


miR-200a 在 结 直上 肠 癌 细胞 系 中 的 表达 及 其 对 高 转移 细胞 系 


Lovo 的 影响 
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摘要 :目的 检测 结肠 癌 细 胞 系 中 miR-200a 对 高 转移 细胞 系 Lovo 的 有 影响。 方法 采用 荧光 定量 PCR 法 检测 6 种 结肠 癌 细 胞 系 
HCT116,HT29, LS174T.SW480、SW620 和 Lovo 中 miR-200a 的 表达 水 平 ,在 高 转移 细胞 系 Lovo 中 瞬时 转 染 miR-200a mimics 
使 其 高 表达 miR-200a, 检 测 高 表达 miR-200a 后 Lovo 细 胞 增殖 .迁移 细胞 同 质 黏 附 能 力 和 凋 亡 等 情况 的 变化 。 结 果 miR-200a 
在 6 种 细胞 系 中 存在 差异 性 表达 ,其 中 具有 高 转移 潜能 的 Lovo 中 表达 最 低 ,成 瘤 但 不 转移 的 细胞 系 HCT116 表 达 最 高 。 在 Lovo 
细胞 高 表达 miR-200a 后 ,Lovo 细 胞 的 增殖 和 迁移 能 力 明 显 减 弱 ` 细 胞 同 质 黏附 能 力 增强 且 凋 亡 增加 。 结 论 miR-200a 在 结 

瘤 细 胞 系 中 表达 失常 ,其 作用 可 能 与 结肠 交 细 胞 的 侵袭 和 转移 有 关 , 高 表达 miR-200a 能 抑制 Lovo 细胞 增殖 和 迁移 .增强 细胞 


间 黏 附 能 力促 进 凋 亡 ,其 分 子 机 制 有 待 进一步 研究 。 
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Abstract: Objective To detect miR-200a expression in human colorectal carcinnoma (CRC) cell lines and explore the role of 
miR-200a in regulating the biological behavior of CRC cells. Methods Real-time quantitative RT-PCR (qRT-PCR) was used to 
detect miR-200a expression levels in 6 CRC cell lines (HCT116, HT29, LS174T, SW480, SW620 and LoVo). miR-200a mimics 
were transiently transfected into LoVo, and the changes in cell proliferation, apoptosis, migration, and cell-cell adhesion were 
assessed using CCK-8 assay, TUNEL assay, transwell migration assay, and homogenous adhesion experiment, respectively. 
Results The expression of miR-200a was down-regulated in the 6 CRC cell lines, among which the highly metastatic LoVo cell 
line showed the lowest expression and the tumorigenic but non-metastatic CRC cell line HCT116 had the highest expression. 
Overexpression of miR-200a depressed cell proliferation and migration but promoted cell apoptosis and cell-cell adhesion in 
LoVo cells. Conclusion miR-200a plays a role in regulating the invasiveness and metastasis of CRC, and overexpression of 
miR-200a causes a significant reduction of cell proliferation and migration and promotes apoptosis and cell-cell adhesion in 


LoVo cells. 
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2k Nis (colorectal carcinnoma, CRC) 是 我 国 最 
常见 的 恶性 肿瘤 之 一 ,近年 来 其 发 病 率 在 我 国有 所 增 
加 。 目 前 研究 表明 ,CRC 的 发 生 发展 是 一 个 多 因素 ,多 
步骤 的 复杂 生物 学 行为 过 程 。 亦 有 研究 显示 ,miRNA 
(microRNA) 与 CRC 存 在 紧密 的 关系 "…。miR-200 家 
族 ( 包 括 miR-200a, miR-200b, miR-200c 和 miR-141) 
已 经 被 证 实在 多 种 肿瘤 中 通过 调控 上 皮 - 间 质 转化 
(epithelial-mesenchymal transition, EMT) 影 响 肿瘤 的 
进展 。 然 而 ,miR-200a 在 CRC 组 织 中 的 表达 报道 不 一 
致 ,有 报道 称 其 在 CRC 组 织 中 表达 减低 ,但 其 他 人 研究 
则 显示 了 相反 的 结果 “y。 虽 然 miR-200 家 族 表达 的 减 


收 稿 日 期 :2014-08-21 
作者 简介 : 吴 共 发 ,硕士 ,住院 医师 ,E-mail: wu_g_f@126.com 
通信 作者 :是 慧 霞 ,教授 ,便士 研究 生 导 师 ,E-mail: hhxia@smu.edu.cn 


弱 或 缺失 被 认为 是 EMT 的 基本 特征 ”, 旦 有 人 研究 在 CRC 
细胞 系 HCT116 中 诱导 miR-200 家族 的 表达 后 出 现 
EMT Z AJM HJ” ,但 miR-200a 在 具有 高 转移 能 力 的 
CRC 细 胞 系 Lovo 中 的 作用 未 见 人 研究 报道 。 本 研究 应 用 
实时 荧光 定量 PCR fifi A A. CRC 的 6 种 细胞 系 中 
miR-200a 表 达 差 异 情况 ,在 高 转移 细胞 系 Lovo 中 瞬时 
转 染 miR-200a mimics, 检 测 高 表达 miR-200a 后 Lovo 
细胞 增殖 .迁移 细胞 同 质 条 附 能 力 和 凋 亡 等 博 况 的 变化 ， 
为 进一步 研究 miR-200a 在 CRC 中 的 作用 打下 基础 。 


1 材料 和 方法 
1.1 细胞 

人 类 CRC 细胞 系 HCT116、HT29，LS174T、 
SW480、SW620 和 Lovo 由 南方 医科 大 学 基础 医学 院 病 
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理学 系 购 自 中 国 科学 院 上 海 生命 科学 研究 院 并 在 实验 
室 液 氮 中 保存 ,使 用 时 复苏 , 置 于 37 C5% CO, 培 养 箱 
内 ,用 含 10% 胎 牛 血清 的 RPMI 1640 完全 培养 基 进 行 
音 养 , 取 生 长 状态 良好 的 细胞 用 于 实验 。 

1.2 试剂 

RPMI 1640 培养 基 购 自 美国 Hyclone, 胎 牛 血清 
及 转 染 所 用 阳离子 脂 质 体 Lipofectamine™ 2000 及 
Opti-MEM 购 自 美国 Invitrogen, 总 RNA 提取 试剂 
@-RNAiso™ PLUS 购 自 日 本 TaKaRa; miRNA qRT- 
PCR 检测 试剂 盒 购 自 美国 GeneCopoeiaTM; miR-200a 
的 引物 及 内 参 U6 的 引物 由 杰 特 伟 公 司 设计 合成 ; 
miR-200a 的 类 似 物 (miR-200a mimics, sense 序列 : 
5'-UAACACUGUCUGGUAACGAUGU-3'; anti-sense 
序列 :5-AUCGUUACCAGACAGUGUUAUU-3) 及 对 
应 的 阴性 对 照 (miR-200a negative control, sense 序列 : 
5-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT3'; anti-sense 序 
ži] :5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3') 由 上 海 吉 
玛 公司 设计 并 合成 ;细胞 原 位 凋 亡 检 测试 剂 盒 ITUNEL 
assay) 购 自 瑞 士 Roche Diagnostics; Cell Counting 
Kit-8 试剂 盒 购 自身 云天 生物 技术 , Transwell 小 室 购 自 
美国 Corning。 
1.3 检测 miR-200a 在 6 种 CRC 细胞 中 的 表达 

取 对 数 生长 期 的 细胞 ,按照 试剂 盒 说 明 提 取 总 
RNA ,紫外 分 光 光 度 计 法 测定 RNA 浓 度 ,-20 COREE 
用 。 检 测 时 取 2 pg 总 RNA 道 转 为 cDNA, 以 合成 的 
cDNA 为 模板 链 进行 PCR 扩 增 ,同时 扩 增 U6 为 内 参 ， 
Se We AS R EA ABI 7500 获 光 定量 PCR 仪 中 进行 
qRT-PCR, 以 Folds=2-^ 表 示 目 的 miRNA 在 实验 组 与 
对 照 组 中 表达 的 倍 比 关系 , 采用 如 下 计算 公式 : AACt= 
[Ct(miRNA))-Ct(U6)] 实验 组 -[Ct(miRNA)-Ct(U6)] 对 
照 组 ,重复 3 次 实验 。HCT116 细 胞 为 对 照 组 ,其 余 细 胞 
与 之 比较 ,检测 不 同 细胞 系 中 miR-200a 的 表达 。 
1.4 Lovo 细 胞 瞬时 转 米 

取 生 长 状态 良好 的 Lovo 细胞 ,1.5x107 孔 的 细胞 数 
铺 六 孔 板 , 铺 板 后 20 h, 通 过 瞬时 转 染 方法 向 Lovo 细 胞 
fk YS miR-200a mimics (miR-200a 组 ) 和 negative 
control (NC 24 ) ,同时 以 加 入 等 量 阳离子 脂 质 体 
Lipofectamine™ 2000 的 细胞 为 blank 组 , 转 染 方法 和 用 
量 严 格 按照 说 明 书 进行 , qRT-PCR 检测 转 染 后 
miR-200a 的 表达 。 
1.5 增殖 实验 

mimics 组 .NC 组 和 blank 组 的 细胞 转 染 48 h 后 ， 
每 孔 加 10 由 的 CCK-8, 置 于 37 °C,50 mML CO, 中 培养 
箱 中 避 光 孵育 2 h ,后 置 于 酶 联 免疫 检测 仪 450 nm 处 
测定 吸光 度 ,计算 6 个 复 孔 平均 值 。 
1.6 Transwell 迁移 实验 

细胞 转 染 约 18 h 后 ,消化 制备 成 细胞 基 液 ,调整 细 


胞 浓度 为 2x10yml, 每 个 transwell 内 室 加 入 200 由 细胞 
悬 液 ,下 室 加 入 500 由 含 10% 胎 牛 血 清 的 完全 培养 基 ， 
于 细胞 培养 箱 中 30 h 后 取出 ,甲醇 固定 , 苏 木 素 染 膜 , 显 
微 镜 下 观察 膜 的 下 室 面 ,随机 选取 10 个 400 倍 视野 计数 
穿 过 膜 的 细胞 数 。 
1.7 TUNEL 法 检测 细胞 凋 亡 

将 3 组 细胞 在 转 染 48 h 后 离心 制作 成 细胞 蜡 块 , 细 
胞 蜡 块 3 jm 厚 切片 ,操作 步骤 参照 细胞 原 位 凋 亡 检测 
试剂 盒 说 明 书 进行 。 切 片 染 色 完 成 后 于 显微镜 下 观察 ， 
随机 选取 5 个 高 倍 视野 计数 凋 亡 细胞 并 拍照 。 计 算 各 
组 细胞 凋 亡 指数 , 凋 亡 指数 = 凋 亡 细胞 数 /细胞 总 数 x 
100%. 
1.8 同 质 性 肿瘤 细胞 黏附 实验 

NC 组 和 miR-200a 组 细胞 转 染 24 h 后 ,消化 制 成 
1x 10°/ml 的 单 细 胞 悬 液 ,相对 应 地 吸取 100 pj 悬 液 到 已 
经 完全 长 满 96 孔 板 的 各 组 细胞 ,每 组 重复 5 个 复 孔 , 置 
于 培养 箱 培养 60 min, 轻 轻 晃 动 96 FLIR ARE YZ 
胞 吸出 ,PBS 轻 轻 洗 两 次 ,尽量 将 未 黏附 的 细胞 完全 吸 
出 。 光 镜 下 计数 ,以 加 入 和 吸出 肿瘤 细胞 数量 之 差 计算 
肿瘤 细胞 粘 附 数值 , 取 平 均值 。 
1.9 统计 学 分 析 

采用 SPSS13.0 统计 软件 ,miR-200a 的 表达 、 
CCK-8 法 增殖 实验 MUS SCI TUNEL 凋 亡 实验 的 数 
据 均 进行 方差 齐 性 检验 和 单 向 方差 分 析 , 同 质 性 肿瘤 细 
胞 黏附 实验 比较 采用 两 独立 样本 :检验 ; 双 侧 检验 P< 
0.05 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 miR-200a7EA CRC 细胞 系 中 的 表达 

以 HCT116 细胞 为 对 照 , qRT-PCR 结果 显示 
miR-200a 在 CRC 细 胞 中 的 表达 量 分 别 为 HT29(0.275 圭 
0.013) 47% .LS174T (0.108 +0.009) 77 ` SW480 (0.010 + 
0.001) f?7 .S W620 (0.005 +0.00013) 477 ~ Lovo (0.0004 + 
0.00007) 倍 UP<0.05)。 结 果 表 明 miR-200a 在 高 转移 能 
力 的 Lovo 中 的 表达 水 平均 最 低 , 成 瘤 但 不 转移 的 细胞 
系 HCT116 表 达 最 高 。 
2.2 瞬时 转 染 对 Lovo 细胞 的 miR-200a 表 达 影 响 

转 染 48h, 以 NC 为 对 照 ,qRTPCR 检测 结果 显示 ， 
miR-200a 组 的 细胞 miR-200a 表 达 升 高 了 2053.500 圭 
55.5064% (P<0.05) ,与 blank 组 的 表达 量 (0.976+0.650) 
倍 无 显著 差异 (P>0.05) ,表明 瞬时 转 染 成 功 。 
2.3 miR-200a 对 Lovo 细胞 增殖 能 力 的 影响 

在 Lovo 过 表达 miR-200a 后 ,miR-200a 组 的 OD 值 
是 1.286+0.070, 比 NC 组 和 blank 组 的 1.697+0.071 和 
1.743+0.034 均 显著 减低 (=101.928, P=0.000)。 而 后 
两 组 增殖 能 力 无 显著 差异 (P=0.214, 图 1)。 说 明 过 表达 
miR-200a 能 显著 抑制 Lovo 细 胞 增殖 。 
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P<0.001 2.4 miR-200a 对 Lovo 细 胞 迁移 能 力 的 影响 
2.04 和 — 
E Plank Transwell 迁移 实验 结果 显示 miR-200a 组 的 细胞 
国 Nc 穿孔 数 是 47.673+9.155, 显著 低 于 NC 组 和 blank 组 的 
154 口 ] miR-200a 89.602+7.890 Ail 85.671+7.480(F=119.464, P=0.000)。 
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图 1 miR-200a 对 Lovo 细 胞 增殖 的 影响 
Fig.1 Effect of miR-200a overexpression on 
LoVo cell proliferation. 


P<0.001 


Cell number 


miR-200a 


Blank NC 


况 ,显示 miR-200a 2H. 2H HE K3 E) E HE Ai BY An E ie HE: 
1238.75+62.612,NC 组 的 是 1043.25+67.401 ,统计 发 现 
miR-200a 组 的 细胞 同 质 性 粘 附 能 力 显 车 增强 
(t=-4.250,P=0.005). 


3 讨论 

近年 来 ,miR-200 家 族 在 调节 肿瘤 进 展 方面 受到 广 
泛 关注 ,此 家 族 被 认为 能 通过 抑制 EMT 而 影响 肿瘤 进 
展 , 它 们 在 某 些 肿瘤 中 表达 的 缺失 或 下 调 能 促进 肿瘤 侵 
检 和 转移 。miR-200 在 大 部 分 肿瘤 中 表达 下 调 , 如 在 脑 
FE SRE?) FTIR ARM GE?! JRE EB 病毒 
H EJE A BAAO RE S 浸润 性 宫颈 鳞 
状 细胞 瘤 “ 等 多 种 肿瘤 中 表达 明显 低 于 相应 的 正常 组 


NC 组 和 blank 组 穿孔 数 无 显著 差异 (P=0.196, 图 2)。 
2.5 miR-200a 对 Lovo 细 胞 凋 立 的 影响 

TUNEL 染色 将 调 亡 细胞 的 核 染 成 棕 褐 色 ,未 发 生 
凋 亡 的 细胞 核 经 过 苏 木 素 染 成 蓝 色 ,检测 结果 显示 
miR-200a 组 的 细胞 凋 亡 率 是 36.51% ,显著 低 于 NC 组 
和 blank 组 的 12.13% 和 9.32% (F=119.464, P=0.000) , 
NC 组 和 blank 组 凋 亡 率 无 显著 差异 (P=0.424, 图 3)。 
2.6 miR-200a 对 Lovo 细 胞 同 质 性 粘 附 能 力 的 影响 

在 Lovo 过 表达 miR-200a 后 ,肿瘤 细胞 同 质 性 黏 
附 实验 检测 转 染 48 h 各 组 细胞 -细胞 之 间 黏 附 变化 情 


miR-200a 


图 2 miR-200a 对 Lovo 细 胞 迁移 的 影响 
Fig.2 Effect of miR-200a overexpression on 
LoVo cell migration. 


2, (EEE MPRA PU eas EDA, WIPE BER” , 黑 素 
瘤 ” REE ana? SFIS STA Ht fey FATE FS 
2R WA fei ON Ss PA Ei], EN miR-200 
家 族 的 一 员 ,miR-200a 在 CRC 组 织 中 的 表达 报道 不 一 
致 ,有 报道 称 其 在 CRC 组 织 中 表达 减低 , 男 一 些 研究 
却 显 示 相 反 结 果 "。 本 研究 检测 6 种 结 直 上 肠 癌 细 胞 系 
LoVo, SW620, SW480, LS174T, HT29, HCT116 中 
miR-200a 表达 ,发 现 miR-200a 在 HCT116 表 达 最 高 ， 
LoVo 表 达 最 低 , 在 这 6 种 细胞 中 ,LoVo 和 SW620 属 于 
高 转移 潜能 细胞 ,HT29 和 HCT116 属于 惰性 转移 潜能 
细胞 ,而 SW480 和 LS174T 转 移 潜能 居于 两 者 之 间 , 本 
人 研究 结果 提示 miR-200a 表 达 下 调 与 CRC 侵 检 、 转 移 潜 
能 密切 有 关 。 
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为 了 进一步 研究 miR-200a 在 CRC 中 的 作用 ,本 研 
究 选择 表达 miR-200a 最 低 的 LoVo 细胞 进行 过 表达 实 
验 ,然后 进行 细胞 生物 学 行为 改变 的 检测 包括 细胞 增 
殖 、 迁 移 、 同 质 性 黏附 能 力 及 调 亡 的 变化 。 结 果 显 示 在 
Lovo 细 胞 过 表达 miR-200a 后 ,细胞 增殖 和 迁移 能 力 明 
显 减弱 , 同 质 性 黏附 能 力 增 强 ,细胞 凋 亡 指数 增加 。 
细胞 增殖 和 细胞 凋 亡 与 肿瘤 生长 速度 和 转移 密切 相 
关 呈 。 同 质 性 黏附 是 指 癌 细 胞 与 瘤 细 胞 间 的 黏附 ,黏附 
能 力 越 强 , 则 癌 细 胞 间 细 胞 连接 越 紧密 ,不 利于 癌 细 胞 
迁移 游 走 ,从 而 阻碍 癌 细 胞 侵 秦 转移 的 发 生 。 迁 移 能 
力 是 肿瘤 细胞 离开 原 发 灶 和 向 远 处 侵袭 .转移 的 前 
提交 。 本 研究 结果 进一步 证 实 了 miR-200a 于 人 结 直肠 
JES .转移 密切 相关 的 可 能 。 有 研究 在 CRC 细胞 系 
HCT116 中 诱导 miR-200 家 族 的 表达 后 出 现 EMT 受 到 
抑制 " ,而 在 其 他 肿瘤 中 ,miR-200 家 族 被 证 实 能 调控 
EMT 和 细胞 迁移 ,在 Boyden transwell 小 室 中 证 实 
miR-200a,-200c 和 -141 促 进 E-cadherin 介 导 的 黏附 形 
成 和 抑制 细胞 迁移 ;并 且 能 影响 细胞 生长 aA 
猪 附中。 据 此 并 结合 本 研究 结果 ,推测 miR-200a 通 过 
调控 EMT 而 影响 结 直肠 癌 的 生物 学 行为 ,但 确切 分 子 
机 制 有 待 进一步 研究 。 

综 上 所 述 , 本 研究 发 现 miR-200a 在 人 结 直肠 癌 细 
胞 系 中 表达 失常 ,在 转移 潜能 最 高 的 Lovo 细 胞 表达 最 
低 ,并 成 功 通过 瞬时 转 染 方法 在 Lovo 细胞 高 表达 
miR-200a, 初 步 确 定 miR-200a 能 抑制 Lovo 细 胞 的 增殖 
迁 移 能 力 , 增 强 细胞 间 黏 附 力 和 促进 细胞 发 生 凋 亡 ， 
为 明确 miR-200a 在 结 直 肠 癌 发 展 过程 中 的 基因 调控 和 
相应 的 作用 机 制 葛 定 了 研究 基础 ,为 结 直肠 癌 的 预防 和 


3 miR-200a 对 Lovo 细 胞 凋 亡 的 影响 
Fig.3 Effect of miR-200a overexpression on 
LoVo cell apoptosis. 


部 向 性 治疗 提供 了 初步 实验 依据 。 
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